D027 Role de la voie de transduction P38MAPK (mitogen-activated protein kinase) dans les differenciations endotheliales et myogeniques des cellules souches embryonnaires  by Barruet, E. et al.
S46 Abstracts
D026
CATECHOLAMINES REGULATE VASCULAR 
PROGENITOR CELLS MOBILIZATION FROM BONE 
MARROW
A. RÉCALDE 1, C. COCHAIN 1, Y. ZOUGGARI 1, C. LOINARD 1, 
A. RICHART 1, J. VILAR 1, M. DURIEZ 1, B. LEVY 1, J.-S. SILVESTRE 1
1 Inserm U970, Paris, France
Endogenous catecholamine stimulation of adrenergic receptors 
contributes to artery growth and remodeling in pathological and 
adaptive physiological settings. Recently, it has been shown that 
enforced stem/progenitor cells egress from bone marrow (BM) 
niches depends critically on the nervous system. In particular, 
pharmacological or genetic ablation of adrenergic neurotransmission 
indicates that noradrenalin (NA) signaling controls bone SDF-1 
downregulation, and hematopoietic stem cells mobilization. We 
hypothesized that catecholamines may control vascular progenitor 
cells mobilization from bone marrow and subsequently trigger 
post-ischemic neovascularization.
Ischemia was induced by right femoral artery ligation in C57Bl6 
mice (n=7 per group) treated with or without 6-hydroxydopamin 
(6-OHDA, 100 mg/kg, i.p., 2 days), clenbuterol (2 mg/kg, i.p., 5 
days), dopamine (DA, 50 mg/kg, i.p., 5 days), NA (2.5 mg/kg, i.p., 
5 days) and eticlopride (10 mg/kg, i.p., 5 days). Sympathectomy 
induced by 6-OHDA led to a decrease in foot perfusion, 
angiographic score and capillary density by 41.4 % (p<0.001), 
20.2 % (p<0.01) and 21.6 % (p<0.05) respectively, compared to 
controls, 21 days after ischemia. In contrast, administration 
of DA and NA increased angiographic score by 57.4 % (p=0.05) 
and 80.3 % (p<0.05), respectively and raised capillary density by 
around 15 % (p<0.01). Treatment with the β2-receptor agonist, 
clenbuterol, increased vessel and capillary densities by 30 % and 
13 %, respectively (p<0.01 versus untreated control). Injection 
of eticlopride, a speci c DA D2 receptor antagonist, also raised 
vessel density compared to controls. We next assessed the 
mobilization of stem/progenitor cells from bone marrow and 
their recruitment to ischemic tissue using chimeric mice lethally 
irradiated and transplanted with BM mononuclear cells isolated 
from GFP mice. Three days after ischemia, the number of GFP/
BS-1 lectin positive cells was reduced by 53.7 % (p<0.05) in the 
ischemic muscle of mice treated with 6-OHDA compared with 
controls. In contrast, clenbuterol increased by 46.4 % (p<0.05) 
the number of double positive cells suggesting that β2-receptor 
activation mediates BM stem cells mobilization and incorporation 
into vascular structure.
Therefore, activation of the β2-receptor promotes postnatal vessel 
growth in response to ischemia. This effect is likely mediated 
by activation of stem/progenitor cells migration out of the bone 
marrow.
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In vivo, les cellules souches embryonnaires (ES) donnent naissance 
aux trois feuillets embryonnaires (mésoderme, endoderme et 
ectoderme), et in vitro se différencient en une large variété 
de lignages cellulaires, ce qui ouvre de larges perspectives en 
médecine régénératrice.
In vitro, la différenciation des cellules ES de souris est contrôlée 
par un puissant morphogéne, l’acide rétinoique (AR) : ajouté 
entre le 3e et le 5e jour du protocole de différenciation, il 
induit la différenciation des cellules ES en neurones et inhibe 
la cardiomyogénèse, la myogénèse et la différenciation 
endothéliale. La voie de transduction p38MAPK présente une 
activité précoce spontanée entre les jours 3 et 5, complètement 
inhibée par l’AR. Comparées aux cellules ES sauvages, les cellules 
ES dé cientes en p38alpha se différencient spontanément, sans 
AR, en neurones et, à l’inverse ne sont plus capables de former des 
cardiomyocytes, des myotubes ou des cellules endothéliales. Des 
résultats similaires sont obtenus lorsque les cellules ES sauvages 
sont traitées, entre le jour 3 et le jour 5, par un inhibiteur 
chimique spéci que de p38 (augmentation de la neurogénèse 
et forte inhibition de la cardiomyogénèse, myogénèse et de la 
différenciation en cellules endothéliales).
Grâce à ces approches biochimique et génétique où nous bloquons 
la voie de transduction p38MAPK, nous montrons que l’activité de 
cette voie constitue un rôle régulateur précoce dans l’engagement 
des cellules ES vers, soit la neurogénèse -p38 « off »-, soit des 
lignages spéci ques du mésoderme -p38 « on ».
Cet effet semble cibler des précurseurs communs aux lignages 
cardiomyocytaire, endothélial et du muscle squelettique, exprimant 
le marqueur membranaire Flk-1.
Dans le but d’étudier les conséquences d’une activation constitutive 
de cette voie de transduction, nous réalisons des expériences de 
transfection stable d’un vecteur d’expression inductible nous 
permettant d’exprimer une forme activée de p38alpha dans 
les cellules ES sauvage et p38-/-. L’analyse des capacités de 
différenciation de ces cellules sera présentée.
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L’EXPRESSION DES GÈNES PAI-1, TPA ET UPA 
EST FORTEMENT RÉGULÉE PENDANT 
LA DIFFÉRENCIATION DES CELLULES SOUCHES 
EMBRYONNAIRES EN MYOCYTES ET ADIPOCYTES
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PAI-1 est l’inhibiteur physiologique des activateurs du plasminogène 
uPA et tPA et inhibe le complexe formé entre uPA et son récepteur, 
et par voie de conséquence, entre la vitronectine et l’intégrine 
alphav beta3. PAI-1 est impliqué dans l’adhésion et la migration 
des cellules endothéliales, dans la différenciation adipocytaire 
et dans la réponse à l’insuline ; in vivo, il facilite la thrombose, 
la  brose et le remodelage tissulaire. Des taux élevés circulants 
de PAI-1 représentent un biomarqueur de l’obésité centrale et 
sont un facteur pronostic du diabète de type 2. Les propriétés 
biologiques de PAI-1 ont conduit à l’hypothèse que PAI-1 serait 
impliqué directement dans le développement du tissu adipeux. 
Notre objectif est d’évaluer les rôles spéci ques des gènes PAI-1, 
uPA et tPA dans les mécanismes moléculaires de la différenciation 
